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Bei der Bestimmung der Phenolrotkonzentration im Serum nach einer von HÖFFLER und einer von der Firma Merck angegebenen
Methode fiel uns eine Reihe teils unbewertbarer, teils auch sinnloser Analysenergebnisse auf. Wir entwickelten deshalb eine Methode,
bei der das Serum verdünnt wird und außerdem durch Zugabe von alkalischem und saurem Puffer ein vollständiger Umschlag des
Phenolrotes herbeigeführt wird. Nach der bisherigen Erfahrung verspricht diese Methode den Anforderungen der klinischen Routine-
diagnostik besser gerecht zu werden.
The determination of phenol red in serum
In the measurement of the concentration of phenol red in serum, using a method of HÖFFLER and a method from Merck, a series
of partly uninterpretable and partly senseless results were obtained. A method was therefore developed in which the serum is
diluted and the colour change of the phenol red is made complete by the addition of alkaline and acidic buffers. From experience
so far, this method promises to be more satisfactory in meeting the requirements of routine clinical diagnosis.
In der klinischen Routinediagnostik wird die Aus-
scheidung des Phenolsulfonphthaleins zur Erfassung
tubulärer Nierenfunktionsstörungen herangezogen. In
der Modifikation von HÖFFLER und Mitarbeitern (l, 2)
werden die Plasmakonzentrationen vor und 60 Min.
nach Injektion von 60 mg Phenolsulfonphthalein als
Phenolsulfonphthalein60/60 ermittelt.
Bei insgesamt 220 routinemäßigen Bestimmungen des
Phenolsulfonphthaleinseo/6o im Serum fiel uns die hohe
Zahl von 22% nicht bewertbarer Analysenergebnisse
auf. Zur Überprüfung dieser Fehlerrate verglichen wir
die Phenolsulfonphthalein-Bestimmung nach HÖFFLER
(l, 2) zunächst mit einer von der Firma Merck ange-
gebenen Methode (3). Als diese Methode ebenfalls nicht
bewertbare Analysenergebnisse lieferte und außerdem
beide Methoden sehr schlecht miteinander korrelierten,
versuchten wir, mit einer eigenen Methode die theo-
retisch möglichen Fehlerquellen auszuschalten. Die Er-
gebnisse dieser Methode zeigten zwar ebenfalls eine sehr
schlechte Korrelation zu denen der beiden anderen
Methoden, doch waren die Wiederauffindungsversuche
gut und es traten keine sinnlosen Ergebnisse, wie z. B.
negative Konzentrationen, mehr auf.
Material und Methoden
Das Phenolsulfonphthalein stammte von der Firma Merck, Darm-
stadt und war in Ampullen abgefüllt, die 60mg Phenolsulfon-
phthalein als Natriumsalz in 10 m/ dest. Wasser enthielten.
Den Patienten wurde 10 m/ Blut aus der Armvene als Leerwert
(L) entnommen und 60 mg Phenolsulfonphthalein als wäßr.
Lösung injiziert. Nach 60 Min. wurde am anderen Arm eine weitere
Blutprobe (P) zur Kontrolle der Ausscheidung entnommen.
Das Blut wurde von den Stationen und den Polikliniken des
Hauses gesammelt und zum Chemischen Zentrallabor transpor-
tiert. In der Regel verstrichen bis zum Zentrifugieren oder bis
zum Messen etwa l bis 3 Stdn.
*) Systematischer Name: Phenolsulfonphthalein, häufige Abkür-
zung: PSP.
2) Gegenwärtige Anschrift: Siemens Aktiengesellschaft, ZN Ber-
lin, VD, l Berlin 61, Schöneberger Str. 2-4.
3) Gegenwärtige Anschrift: l Berlin 12, Windscheidtstr. 12.
Bestimmung der Phenolsulfonphthalein-Konzentration:
1. Bestimmung nach HÖFFLER (1):
Es wird die Extinktion des abzentrifugierten Serums von Leer-
wert (L) und Probe (P) vor und nach Zusatz von 0,2 m/1 N NaOH
zu 2 m/ Serum bei 546 nm und l cm Schichtdicke gemessen.
Berechnung: (Ep2 — EPI) — (ELZ — ELI) · FPSPH = mg// Phenol-
sulf onphthaleineo/60 ·
E = Extinktion, P = Kontrolle nach 60 Min., L = Leerwert,
l = vor, 2 = nach Zusatz von NaOH, FPSPH = Faktor, von
HÖFFLER für Plasma empirisch ermittelt (FPSPH = 14,3 mg//).
2. Bestimmung nach der Anweisung der Firma
Merck (3):
Es wird die Extinktion des abzentrifugierten Serums von Leer-
wert und Probe nach Zusatz von 0,2 m/ l N NaOH zu 2 m/ Serum
bei 546 nm und l cm Schichtdicke gemessen.
Berechnung: (Epa—ELE) · FPSPM = mg//Phenolsulfonphthaleineo/eo-
Der Faktor FPSPM wurde von der Firma Merck für Plasma eben-
falls empirisch ermittelt und beträgt nur die Hälfte des Faktors
von HÖFFLER (FPSPM = 7,67 mg//). Der von uns für die Phenol-
sulfonphthalein-Bestimmung im Serum für diese Methode
verwendete und im Serumpool ermittelte Faktor beträgt
7,53 mg//.
3. Eigene Bestimmung
Zu l m/ Serum des Leerwertes und der Probe werden 2 m/ 0,1 M
Natrium-PhosphatpufFer pH 11,5, der , Na2-Äthylendiamin-
tetraacetat enthält, gegeben und die Extinktion bei 546 nm und
l cm Schichtdicke gemessen. Nach Zugabe von 0,1 m/ einer 3,2M
NaH2PO4-Lösung (pH 3,4) wird die Extinktion erneut gemessen.
Berechnung: (Erb—Eps) — (Ei,b—Ej,s) · FPSP = mg// Phenol-
sulfonphthaleineo/60·
E = Extinktion, P = Kontrolle nach 60 Min., L = Leerwert,
b = basisch, s = sauer. Der Faktor Fpsp wurde durch
arithmetisches Mitteln der Steigungen mehrerer Eichkurven
von Humanseren, die zugesetzte Mengen Phenolsulfon-
phthalein enthielten, empirisch bestimmt und betrug 21,9 mg//.
Die Eichkurven waren bis zu einer Konzentration von 12 mg//
Serum linear. Verschieden starke Eiweißkonzentrationen hatten
keinen Einfluß auf den Faktor. Phenolsulfonphthalein zeigte in
wäßr. Lösung bei 546 nm im Sauren eine Extinktion, die nur rund
10% des Wertes im Alkalischen betrug (bei der Konzentration
c = 0,3 mg// ist Eb = 0,152 und Efl = 0,016). Ein Einfluß auf die
Extinktion durch Bindung des Phenolsulfonphthalein an Albumin
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ist deshalb im Sauren zu vernachlässigen. Im Bestimmungsansatz
wurde ein Überschuß des zum Umschlag des Farbstoffes not-
wendigen sauren und alkalischen Puffers verwendet (Abb. 2).
Wiederaitjfindung von Pbenolsttlfonphtbalein im Serum-.
10 verschiedene Humanseren wurden in 2 Portionen geteilt. Zum
Leerwert wurden pro m/ Serum 20 bidest. Wasser, zur Probe
20 wäßr. Phenolsulfonphthalein-Lösung zugesetzt, so daß sich
im Serum der Probe eine Endkonzentration von 1,176 mg Phenol-
sulfonphthalein pro Liter Serum ergab. Aus jedem Ansatz wurde
dann die Phenolsulfonphthalein-Konzentration nach allen drei
Methoden bestimmt.
Ergebnisse
Die Titrationskurve in Abbildung l läßt erkennen, daß der
Umschlag des Phenolsulfonphthalein in Serum als ei-
weißhaltiger Lösung im Bereich von pH 7 bis 10 erfolgt.
Der Umschlag des Phenolsulfonphthaleins in wäßr.
Lösung liegt zwischen pH 6,8 und 8,4 (4).
Die verwendeten Äquivalente alkalischen und sauren
Puffers reichen aus, um einen vollständigen Farbum-
schlag des Phenolrots herbei2üführen (Abb. 2).
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Tabelle l zeigt 3 typische der insgesamt 48 Ergebnisse
von Phenolsulfonphthalein-Bestimmungen in Human-
serum, die parallel nach den drei Methoden von HÖFF-
LER, der Firma Merck und der von uns entwickelten er-
mittelt wurden,
Liegt im Leerwert Hämolyse vor (B. 579), wird das Er-
gebnis bei der Methode der Firma Merck negativ, ist
die Probe hämolytisch (H. 696), wird das Ergebnis mit
dieser Methode zu hoch. Das gleiche trifft für unsere
Methode zu, wenn wir ebenfalls nur die Extinktionen
im Alkalischen in die Berechnung einsetzen (Tab. l,
letzte Spalte). Nur bei klaren und nicht hämolytischen
Seren lassen sich mit Methode 2 und 3 übereinstimmende
Ergebnisse erzielen (S. 235). Die mit Methode l erhal-
tenen Ergebnisse sind selbst dann noch nicht vergleich-
bar. Als uns bei weiteren Untersuchungen auffiel, daß
abzentrifugierte Seren nach längerem Stehen beim Ar-
beiten mit der HöFFLERsehen Methode stets niedrigere
Phenolsulfonphthalein-Konzentrationen aufwiesen, ver-
muteten wir als Ursache eine pH-Verschiebung durch
sinkenden CO2-Gehalt des Serums/Tabelle 2 zeigt die
Ergebnisse der Messung eines an der Luft geschüttelten
und anschließend mit einem Gasgemisch von 5% CO2
in O2 äquilibrierten Serums. Das saurere CO2-haltigere
Serum ergibt eine höhere Phenplrotkonzentration.
Tabelle 3 läßt erkennen, daß die Ergebnisse der Methode
von Merck und die der eigenen Methode in der Fehler-
breite der Meßgenauigkeit um den Sollwert schwanken,
die Ergebnisse der Methode von HÖFFLER jedoch nur
Tab. l
Vergleich der Phenolsulfonphthalein
 eo/eo-Bestimmung im Serum
Auf-
nahme- Bemerkun-
Nr. gen
I.Methode
HöffJer
EL1 EP1
EL2 EP2
JEL JEp
2. Methode 3. Eigene Methode
Merck
^L2 ELb EPb
EP2 ELs EPs
JE JEL 4 Ep
ELb
EPb
.
Ergebnisse in mg Phenolrot/ Serum
B. 579 Leerwert 0,541 0,291
hämolytisch o;433 0,340
—0,108+0,049
H,, 696 Probe
2,25
0,161 1,27
hämolytisch 0,146 1,07
S. 235
—0,015—0,20
X
0,175 0,251
0,126 0,380
—0,049+0,129
2,55
0,433
0,340
—0,093
X
0,146
1,07
0,924
6,96
0,126
0,380
0,254
1,91
0,189 Oil28„
0,182 0,082
0,007 0,046
0,85
0,061 0,455
0,056 0,406
0,005 0,049
0,96
0,060 0,149
0,056 0,057
0,004 0,092
1,93
0,189
0,128
-^0,061
X
0,061
0,455
0,394
8,62
0,060
0,149
0,089
1,94
= kein sinnvolles Ergebnis. Definitionen der Indices s. Methodik.
Tab. 2
Abhängigkeit der Bestimmung der Phenolrotkonzentration nach
HÖFFLER vom COa-PartiaIdruck des Serums
Abb. 2
Titration eines Puffer-Serumgemisches (2 Teile O,!M Natriumphosphat-
puffer, pH 11,5, l Teil Serum, das 1,2 mg Phenolrot/Z enthält)
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Tab. 3
Wiederauffindung von zugesetztem Phenolsulfonphthalein in 10 ver-
schiedenen Humanseren (c = 1,176 mg/0
Methode von HÖFFLER
Methode der Fa. Merck
Eigene Methode
N
10
10
10
3c(mg/0
0,56
1,20
1,15
(mg/0
±0,06
±0,03
±0,03
Vk
(°o)
10,3
2,25
2,47
die Hälfte der vorgegebenen Phenolsulfonphthalein-
Konzentration anzeigen und außerdem einen sehr hohen
Variationskoeffizienten ergeben.
Diskussion
Als erstes fällt der Unterschied der Faktoren von
HÖFFLZR einerseits und Merck und uns andererseits auf.
Rechnet man auf gleiche Volumina um, so liegt HÖFFLERS
Faktor um etwa 100% höher als der von uns und
Merck ermittelte. Als einzige Erklärung ist hierfür der
pH-Wert des Serums heranzuziehen, bei dem nach
HÖFFLER die Extinktion der Probe vor Zusatz von
Natronlauge gemessen wird. Der pH-Wert frischen
Serums liegt, wie schon erwähnt, im Umschlagsbereich
des Phenolsulfonphthaleins. HÖFFLER gibt nicht exakt
die Bedingungen an, unter denen er seinen Faktor be-
stimmt hat.
Es bleibt unklar, ob er immer vom gleichen pH-Wert bei
der Messung von ausgeht. Jedenfalls ist zu vermuten,
daß beim pH-Wert des Serums von etwa 7,4 oder dar-
über bereits ein Teil des Phenolsulfonphthaleins um-
geschkgen ist und daß durch die Zugabe der Natron-
lauge nur noch der restliche Teil des Phenolsulfon-
phthaleins erfaßt wird. Da er aber auf die gesamte
Menge Phenolsulfonphthalein zurückgerechnet hat, kam
er zu einem Faktor, der um 100% zu hoch liegt. Leider
berichtet HÖFFLZR nicht von Wiederauffindungsver-
suchen. Hiermit wäre der Fehler unter Umstanden deut-
lich geworden.
Zusätzlich ist HÖFFLERS Bestimmung noch stark pH-ab-
hängig. Der CO2-Partialdruck des Serums setzt sich beim
Stehen oder Schütteln mehr oder weniger schnell mit
dem CO2-Partialdruck der Atmosphäre ins Gleichge-
wicht, das Serum wird alkalischer (Tab. 2). Werden
andererseits die Erythrocyten und Leukocyten nicht
abgetrennt und die Glykolyse nicht gehemmt, so bilden
die Blutzellen unter den anaeroben Bedingungen im
Blutkoagulum fixe Säuren, der pH-Wert des Serums
tendiert eher zum Sauren. Je nachdem, welche Be-
dingungen zwischen Blutentnahme und Bestimmung
des Phenolsulfonphthaleins eingehalten werden, er-
geben sich mit der Methode von HÖFFLER entweder zu
hohe oder zu niedrige Phenolsulfonphthalein^^o-
Werte. Die Firma Merck hat mit ihrer Bestimmung diese
Fehlerquelle ausgeschaltet, indem sie nur die Extinktio-
nen der beiden alkalisierten Seren Eps und E^ mißt.
Hierbei ist jedoch zu bedenken, daß bei der niedrigen
Phenolsulfonphthalein-Konzentration, die im Serum
nach 60 Min. vorliegt, sich geringste Hämolysen sehr
nachdrücklich bemerkbar machen. SCHWARTZKOPFF (5)
empfiehlt deshalb, die drei- bis fünffache Menge Phenol-
sulfonphthalein zu injizieren.
Schließlich wirken sich bei beiden Methoden, bei denen
unverdünntes Serum verwendet wird, Trübungen sehr
störend auf die Messungen aus. Besonders lipämisches
Serum ist nicht zu verwenden. Das Verdünnen des
Serums war notwendig, um eventuellen Trübungen
beim Alkalisieren und Ansäuren des Serums zu begeg-
nen. Gleichzeitig ließen sich leichte Trübungen des un-
verdünnten Serums hiermit beseitigen.
Entscheidend ist, daß bei unserer Methode der gesamte
Farbumschlag des Phenolsulfonphthaleins vom Al-
kalischen zum Sauren erfaßt wird. Gelegentlich im Serum
auftretende bei 546 nm absorbierende Substanzen wie
z. B. Bilirubin oder Carotin dürften innerhalb einer
Stunde beim nüchternen Patienten keine größeren Kon-
zentrationsänderungen erfahren und damit durch den
Leerwert eliminierbar sein. Ob ein Konzentrations-
unterschied von Farbstoffen, die bei der vorliegenden
Wellenlänge eine Extinktion bewirken, zwischen Leer-
wert und Probe vorliegt, läßt sich bei unserer Methode
anhand einer größeren Differenz von E^ und Epg er-
kennen. Die Phenolrotprobe muß aber erst rfarm wieder-
holt werden, wenn der störende Farbstoff im Alkalischen
und Sauren eine unterschiedliche Extinktion zeigt.
Beim Hämoglobin ist ein derartiger Unterschied im Be-
reich von 546 nm gering (Tab. 1). Leicht hämolrtische
Seren, die in der Routine häufiger vorkommen, können
deshalb bei unserer Methode noch verwendet werden.
Notfalls könnte durch Bestimmen der Hämoglobin-
konzentration eine Korrektur der Extinktionen vor-
genommen werden.
Bei der Erprobung einer unabhängigen absoluten
Phenolsulfonphthalein-Bestimmung stellte sich in Vor-
versuchen heraus, daß das von der Firma Merck ver-
triebene Phenokot keine einheitliche Substanz ist,
sondern mehrere im UV-Licht fluoreszierende Be-
standteile enthält (6). Normalwerte können wir deshalb
erst erstellen, wenn die Zweifel, ob die Reinheit des
Farbstoffes den klinischen Anforderungen genügt, be-
seitigt sind.
Wir danken Frau BEINHAUER und Frau LOTH für ihre sorgfältige
Mitarbeit.
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